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METHODE POUR LE DIAGNOSTIC DE CANCERS 

La presents invention concerne une methode de diagnos- 
tic et/ou de suivi de 1 ' evolution de divers types de can- 
cers apres un traitement de chimiotherapie ou apres une 
operation . 

On sait que le diagnostic et le suivi de 1* evolution 
des cancers sont effectues, a part 1 ' observation et l'exa- 
men direct de tumeurs, par analyse de biopsies ou, dans le 
cas de cancers du sang, de la moelle osseuse, ce qui im- 
plique soit une intervention chirurgicale soit un test in- 
vasif du type biopsie ou aspiration medullaire avec ai- 
guille. Or, en plus du caractere desagreable voire dange- 
reux pour les patients de telles methodes, il a ete 
constate qu'elles pouvaient en outre etre peu precises. 
Dans le cas de certaines maladies leucemiques par exemple, 
1' analyse de 1 1 echantillon de moelle prelevee n ! a pas per- 
mis de retrouver toutes les varietes clonales malignes. 

Le but de cette invention consiste done a fournir une 
methode de diagnostic de cancers qui soit d'une part plus 
precise et plus fiable et d'autre part qui soit plus 
facile a realiser et n 1 impliquant pas de test invasif sur 
les patients. 

La methode de diagnostic et/ou suivi de l f evolution de 
cancers, objet de l 1 invention et visant a atteindre le but 
precite, comprend l f analyse de l*acide desoxyribonucleique 
(ADN) present dans le plasma sanguin. 
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II a en effet maintenant pu etre demontre que des pa- 
tients atteints de differentes maladies cancereuses pre- 
sentaient des taux augmentes d'ADN dans le plasma sanguin. 
La methode de diagnostic selon l f invention est done basee 
sur la detection de mutations geniques dans cet ADN plas- 
mique, la plasma sanguin etant un materiau humain beaucoup 
plus facilement accessible que des biopsies de tumeurs par 
exemple. Ainsi, des mutations d ! oncogenes sont frequemment 
mises en evidence dans de nombreux types de tumeurs 
malignes, et parmi elles les mutations du gene ras sont 
particulierement signif icat ives . Toutefois, la methode 
peut s'appliquer a n'importe quelle modification genique 
propre a 1 1 ADN de cellules cancereuses, telles les muta- 
tions ou deletions de genes ras, APC, DCC, P53, etc. ou de 
n'importe quel oncogene ou antioncogene (gene de suppres- 
sion de tumeurs) ou encore les modifications de microsa- 
tellites. On a meme observe que differentes mutations des 
genes ras detectees dans 1 1 ADN du plasma sanguin pouvaient 
etre absentes dans 1 ' ADN des cellules sanguines periphe- 
riques ou dans le cas de certains patients leucemigues de 
la moelle osseuse, ce qui tend a confirmer la plus grande 
f iabilite de la methode selon 1 ' invention en comparaison 
avec les methodes de diagnostic connues . 

D'une maniere generale, la methode de diagnostic selon 
l f invention consiste a extraire I 1 ADN du plasma sanguin, a 
purifier et amplifier cet ADN, puis a determiner les muta- 
tions ou deletions geniques dans celui~ci, ceci en prin- 
cipe de maniere comparative entre le plasma sanguin d'une 
personne presumee malade et celui de personnes en bonne 
sante . 



WO 95/16792 



PCT/IB94/00414 



- 3 - 

La portee de la presente invention s'efcend a toute 
technique d 1 extraction, purification et amplification 
d'ADNf du plasma sanguin; de meme, n ' importe quelle methode 
de determination des mutations geniques peut etre utili- 
see . 

La methode de diagnostic selon 1 ' invention sera main- 
tenant illustree plus en details en reference aux deux 
exemples qui suivent : 

Exemple 1 : Diagnostic du cancer du colon par detection de 
mutations du gene K-ras * 

Dans cette premiere application de la methode selon 
1' invention, on a utilise la determination de mutations 
dans le codon 1 2 des genes K-ras contenus dans des adeno- 
carcinomes du colon. Ces mutations apparaissent generale- 
ment lors de la transition du stade adenome I en adenome 
II, avant la deletion ou la mutation du gene P53, c'est-a- 
dire relativement tot dans Involution de la tumeur. 

Des echantillons de sang (20-30 ml) de 15 patients 
presentant differents stades d ' adenocarcinome colorectal 
ont ete preleves sur heparine, ces patients n'ayant regu 
dnrant cette periode aucun medicament anti -cancereux . 
Treize des 15 patients out ensuite subi une ablation chi- 
rurgicale de la tumeur; de meme, on a egalement preleve 
environ 400 ml de sang au total sur des personnes saines 
afin d'en isoler l'ADN du plasma. 

L'ADN a ete extrait des tumeurs et des cellules san- 
guines selon des techniques usuelles bien connues ♦ 

Quant a l 1 extraction de l'ADN du plasma sanguin, elle 
peut etre effectuee de la maniere suivante : le plasma est 
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d'abord soumis a des trai tements par du phenol , de 1 ! ether 
et du cholorof orme . Apres dialyse contre la SSC (chlorure 
de sodium 0,15 M, citrate de trisodium 0,015m), on fait 
passer le produit a travers une colonne Concanavaline 
A-Sepharose afin d' eliminer les polysaccharides, puis on 
le centrifuge dans un gradient de CS2SO4 . 

L'ADN ainsi extrait et purifie (10 a 100ng) a ensuite 
ete soumis a une amplification par PCR du premier exon du 
gene K-ras dans un volume de 100]jl1. 

Les amplimers etaient le 
5 ' -GACTGAATATAAACTTGTGGTAGT-3 1 et le 
5 ' -CTATTGTTGGATCATATTCGTCC- 3 * . 

Les amplifications ont ete effectuees dans un tampon 
contenant 50 mM de KC1 , 10 mM de Tris~MCl a pH 0,3, 200mM 
de chague nucleotide, 1,8 mM de MgCl2/ 0,2)iM de chaque 
precurseur et 2,5 unites de "AmpliTaq" ADN polymerase. 35 
cycles ont ete realises pour 1 1 ADN des tumeurs et des cel- 
lules sanguines et 45 cycles pour 1 1 ADN du plasma (94°C 
pendant 1 min. , 59°C pendant 1,5 min., 72°C pendant 1 
min., le dernier cycle etant prolonge de 7 min* a 72°C) . 

En ce qui concerne la detection des mutations , elle 
peut etre effectuee par n'importe quelle methode connue et 
appropriee. Dans le present exemple, elle a ete realisee 
de deux manieres differentes pour chaque echantillon 
teste . 

(a) Hybridisation de produits PCR avec sondes oligonu- 
cleotiques specif iques aux mutations (selon Verlaan de 
Vries et al., Gene 50, 313-320, 1986): 

Les produits PCR ont ete disposes en quantites egales 
sur des membranes M Zeta-probe M (Bio-Rad, Hercules, CA) et 
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hybridisees avec les oligonucleotides specifiques pour des 
K-ras mutants ou sauvages. Les oligonucleotides etaient 
marques avec 32P ddATP (Amersham, GB) . Afin de separer les 
hybrides parfaits des "mismatchs 11 , le lavage final des 
membranes a ete effectue dans une solution contenant du 
chlorure de tetramethylamonnium 3M, 50 mM de Tris-HCl a pH 
8,0 et 0,2 mM EDTA et 0,1 % SDS a 58°C pendant 1 heure. 

(b) Amplification PCR avec amplimers specifiques de 
mutations ponctuelles ou amplification PCR pour alleles 
specifiques (PASA) (selon Sommer et al, Biotechnique 12, 
82-87, 1992): 

Dans cette methode plus sensible, l'ADN est soumis a 
une amplification PCR avec des amplimers complementaires 
aux sequences normales GLY ou mutees ALA, VAL, SER, ASP ou 
CYS. Les amplimers specifiques aux mutations ont des ter- 
minaisons 3' complementaires aux mutations au point speci- 
fiques. L ' enzyme Taq I polymerase ( Perkin-Elmer Cetus, 
CH), n f a pas d'activite exonucleasique en 3* et est done 
incapable d' amplifier 1 1 ADN si le mismatch d ' une seule 
base est situe a la terminaison 3 1 de I'amplimer. 

Chaque PCR a ete effectue dans un volume de 40)jl1 d'une 
solution contenant 50 mM de KC1, 10 mM de Tris-HCl a pH 
8,3, 2 mM de chaque nucleotide, 0,7 mM MgC12, 0,2 mM de 
chaque precurseur et 1 unite de "AmpliTaq" ADN polymerase. 
Trente-cinq cycles ont ete effectues (94°C pendant 1 min., 
recuit a 55-62°C pendant 2 min., extension a 72°C pendant 
1 min,). Le dernier cycle a ete etendu de 7 min. a 12 Q C . 
Chaque reaction a ete amorcee avec la technique "hot- 
start". Les amplimers utilises etaient les suivants : 
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5 ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG-3 ' pour le K-ras sauvage (re- 
naturation a 55°C), 5 * -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGC-3 1 pour le 
mutant ALA 12 (renaturation a 62°C) , 

5 1 -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGT-3 1 pour le mutant VAL 12 (renatu- 
ration a 61 °C), 5 ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTA-3 ' pour le mutant 
SER 12 (renaturation a 59°C) , 5 1 -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGA-3 ' 
pour le mutant ASP 12 (renaturation a 60°C) , 

5 ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTT-3 ' pour le mutant CYS 12 (renatu- 
ration a 59°C) et dans chaque cas l'amplimer "antisense" 
5 ' -CTATTGTTGGATCATATTCGTCC-3 f . 

Apres amplification, les produits de la reaction ont 
ete analyses par electrophorese dans un gel de polyacryla- 
mide 0,8 %. 

En utilisant la premiere technique (a) decrite ci- 
dessus, il s'est avere qu'il n'etait pas possible de 
mettre en evidence les memes mutations dans 1 1 ADN du plas- 
ma que celles detectees dans 1 ' ADN des tumeurs prelevees 
(GLY en VAL , GYS en ALA); cette technique ne semble pou- 
voir etre appliquee ici que si environ 10 % au moins de 
l'ADN total presente une mutation ponctuelle. Par contre, 
les mutations precitees ont pu etre identifiees dans l'ADN 
du plasma avec la seconde technique (b) decrite precedem- 
ment; il apparait que cette technique permet d 1 identifier 
les mutations dans un echantillon d ' ADN du plasma melange 
avec un exces de 10 4 a 10^ d ' ADN normal non mute* D* autre 
part, avec la meme technique, il n ! a pas ete possible de 
detecter les memes mutations sur les echantillons d ' ADN de 
cellules sanguine. 

Enfin r tous les echantillons de controle provenant de 
personnes en bonne sante se sont reveles negatifs, c'est- 
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a-dire ne presentant pas de mutations de l'ADN du plasma. 

Exemple 2 : Diagnostic de cancers dus a des desordres 

myeloides par detection de mutations du gene 
N-ras . 

On sait qu ' une predominance de mutations N-ras ont ete 
observees dans l'ADN de la moelle osseuse de patients pre- 
sentant un syndrome myelodysplasique (MDS) ou une leucemie 
myeloblastique aigiie (AML) ♦ 

On a preleve 20 a 30 ml de sang sur dix patients at- 
teints de AML ou MDS , ce sang etant recueilli sur heparine 
et centrifuge sur gradient "Ficoll Hi^aque" (Pharmacia, 
SE) . On a egalement preleve 400 ml ce rang sur des per- 
sonnes saines ♦ L' interphase contenant des cellules mononu- 
cleates a ete recueilli et utilise pour 1' extraction de 
l'ADN des cellules sanguines* La phase superieure a ete 
centrifugee a 2500 G pendant 15 minutes, et le surnagent a 
ete utilise pour 1' extraction de l'ADN du plasma. De plus, 
guelques echantillons de moelle osseuse des memes patients 
ont ete preleves pour analyse de controle, 

L'ADN des cellules sanguines et de la moelle a ete 
isole par traitement a la Proteinase K (Merck, DE) en pre- 
sence de SDS, puis extraction au phenol, precipitation a 
1'ethanol et gradient de CS2SO4. L'ADN du plasma a ete ex- 
trait comme decrit dans 1 1 exemple 1. 

L'ADN (10-100 ng) a ete amplifie dans un volume de 
100ul. Les amplimers utilises (Oncogene Science, NY, USA) 
etaient 5 ' -GACTGAGTACAAACTGGTGG-3 ' et 

5 ' -CTCTATGGTGGGATCATATT-3 1 pour le premier exon du gene N- 
ras . Les amplifications ont ete effectuees dans un 



WO 95/16792 



PCT7IB94/00414 



- 8 - 

"Thermo-Cycler 480" automatique ( Perkin-Elmer Cetus, CH) 
dans les memes conditions que celles de l'Exemple 1. 
Chaque cycle consistait en une etape de denaturation a 
94°C pendant 1 minute, une renaturation (a 51 °C pourN-ras) 
pendant 1,5 minutes et une extension d'une minute a 72 °C 
avec un troisieme segment d 1 extension de 5 secondes par 
cycle. Le dernier cycle a ete suivi par une extension de 7 
minutes a 72°C. Les produits de 1 1 amplification (109 np) 
ont ete analyses par electrophorese dans du gel polyacry- 
lamide 0,8%. 

Les deux memes methodes de detection des mutations que 
dans l'Exemple 1 ont ete employees, Dans la seconde tech- 
nique (b), on a utilise comme amplimers pour N-ras 
5 1 -CTGGTGGTGGTTGGAGCAGA-3 1 pour le mutant ASP 12, 
5 ' -GGTGGTGGTTGGAGCAGGTT-3 ' pour le mutant CYS 13, et 
5 1 -CTCTATGGTGGGATCATATT-3 ' comme amplimer "antisense" . 

Les resultats des analyses obtenus permettent de 
confirmer que 1 * ADN des patients malades presentait une ou 
plusieurs mutations du codon 12 (GLY en CYS ou en ASP) ou 
du codon 13 (GLY en CYS) du gene N-ras, alors que toutes 
ces mutations n'ont pas pu etre identifiees dans l'ADN des 
cellules sanguines, ni meme dans celui de la moelle os- 
seuse . 

Ainsi, il ressort des deux exemples illustratifs ci- 
dessus que 1' analyse de l'ADN du plasma sanguin peut 
constituer une methode de diagnostic et du suivi de Invo- 
lution d'une maladie cancereuse qui est plus pratique, 
moins traumat isante (simple prelevement de sang chez le 
patient) et parfois meme plus fiable que les methodes 
connues impliquant le prelevement d 1 une biopsie. 
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REVINDICATIONS 

1. Methode pour le diagnostic et/ou le suivi de 1 ' evolu- 
tion de cancers comprenant I 1 analyse de 1'acide desoxyri- 
bonucleique (ADN) present dans le plasma sanguin. 

2. Methode selon la revendication 1 comprenant 1 1 extrac- 
tion de l'ADN present dans le plasma sanguin, la purifica- 
tion et 1 ' amplification oe l'ADN, et la detection de muta- 
tions geniques dans cet ADN* 

3. Methode selon la revendication 2, dans laguelle on de- 
tecte les mutations ou deletions d' oncogenes, ou bien les 
mutations ou deletions de genes suppresseurs de turneurs ou 
encore les modifications geniques propres a l'ADN de cel- 
lules cancereuses . 

4. Methode selon la revendication 3, dans laquelle la de- 
tection est appliquee a tout oncogene ou antioncogene ou 
gene de suppression de turneurs, par exemple aux genes APC, 
ras , DCC ou P53, ou encore aux modifications de microsa- 
tellites . 

5. Methode selon 1 1 une des revendications 2 a 4, dans la- 
quelle l'ADN est amplifie par reaction de la polymerase en 
chaine (ci-apres n PCR M ). 

6. Methode selon 1 ' une des revendications 2 a 5, dans la- 
quelle la detection des mutations geniques est effectuee 
par hybridisation des produits par PGR avec des sondes 
oligonucleotiques specif iques aux mutations. 
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7. Methode selon I'une des revendications 2 a 5, dans la- 
quelle la detection des mutations geniques est effectuee 
par amplification par PRC avec des amplimers specifigues 
aux mutations ponctuelles. 



TNTEi TIONAL SEARCH REPORT 



i al Application No 

PCT/IB 94/00414 



A. CLASSIFICATION OF SUHJI-CT MA ITER 

IPC 6 C12Q1/68 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B, FIELDS SI- ARCH ED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12Q 



Documentation searched other than mimmum documentation to the exrem that such document? are tncludcd in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BH RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indicadon, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO, A, 93 22456 (TRUSTEES OF DARMOUTH 
COLLEGE) 11 November 1993 
see the whole document 

US, A, 4 871 838 (J.L.BOS ET AL.) 3 October 
1989 

see column 14, paragraph 2 - column 15, 
paragraph 1; claims 1-7 



1-7 



6,7 



□ 



Further documents arc listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E* earlier document but published on or after the international 

filing date 

*L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as spectfted) 

*0* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P" document published prior to the tntcmauonat filing date but 
later than the priority date claimed 



T* later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an tn vena ve step when the document is taken aloa . 

' Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the. 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the mternauonal search 

22 March 1995 


Date of mailing of the international search report 

0404.95 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patcntlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+ 31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Gurdjian, D 



Form PCT/ISA'210 («cond sheet) (July 1992) 



;rnational search repor 

n.iormauon on patent family mcmhcr<; 



Intern, at Application No 

PCT/IB 94/00414 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


mcmbcr(s) 


date 



W0-A-9322456 



11-11-93 



CA-A- 



2134552 



11-11-93 



US-A-*871838 03-10-89 NONE 



Form PCT/!SA.'210 {patent family winex) (July 1992) 



RAPPORT DE RL ERCHE INTERNATIONALE 



t ruernaOonaJe No 

PLf/IB 94/00414 



A. CLASS CM F NT D V. [.'OIWliT DO 1,A Df.MANDI: 

CIB 6 C12Q1/68 



Scion la classification mternauonaic des brevets (CfB) ou a la fois scion la classification nationalc ct la CIB 



B. DO MA [NHS SvJR LHSQUELS LA RECHHRCHK A FORTH 



Documentation rranimalc consul tec (systcmc dc classihcauon suivi des symbolcs dc classcment) 

CIB 6 C12Q 



Documentation consul tee autre que la documentation mini male dans la mcsurc ou ces document"; rcl event des domaincs sur lesqucls a porte la recherche 



Base dc donnees clectroruquc consul tee au cours dc la recherche international c (nom de la ba.se dc donnces, ct si eel a est realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDHRHS COMMK Pl;RTlNLNTS 



Categoric " Edcnuficauon des documents cites, avee, le cas cchcant, I' indication des passages pertinents 



no. des re vendi cations visees 



WO, A, 93 22456 (TRUSTEES OF DARMOUTH 
COLLEGE) 11 Novembre 1993 
voir le document en entier 

US, A, 4 871 838 (J.L.BOS ET AL.) 3 Octobre 
1989 

voir colonne 14, alinea 2 - colonne 15, 
alinea 1; revendications 1-7 



1-7 



6,7 



□ 



Voir la suite du cadre C pour la fin dc la hste des documents 



Lcs documents de families de brevets sont indiques en annexe 



* Categories speciaics dc documents cites: 

*A* document defimssant Lctat general de la technique, non 

constdcre comme parti c ulie rem en t pertinent 
"W document antencur, mais punlie a la date dc depot international 

ou aprcs cettc date 
"L F document pouvant jcter un doutc sur unc revendicauon de 
pnonte ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou pour unc raison speciale {telle qu'indiquee) 
"O" document sc refcrant a une divulgation oralc, a un usage, a 

une exposition ou lous autrcs moyens 
"P* document public avani la date de depot international, mais 
posteneurcmcnt a la date de pnonte revendjquee 



"T" document ulteneur publie apres la date de dtpflt international ou la 
date de pnonte et n'appartenenant pas a l'etat dc la 
technique pertinent, mais ate pour comprendre le principe 
ou la theone constituant la base de 1' invention 

' X ' document para culierement pertinent; 1' invention revendiquee ne peut 
etrc considercc comme nouvelle ou comme impliquant une activate 
inventive par rapport au document considere isolement 

" V ' document parti cuUerement pertinent; 1' invention revendiquee 

nc peut ctre consideree comme impuquant une acuvtte inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents dc mcme nature, cette combinaison etant evidente 
n<.ur une personne du metier 
\ ' j. .^ument qui fait partie de la meme fanullc de brevets 



Date a laquelle la recherche intcmauonaie a etc effecuvement achevee 

22 Mars 1995 


1 1 ttc o c»rcdjuon du present rapport dc recherche internauonale 

04.04.95 


Nom et adresse postal e de 1' administration charge c de la recherche mternauonaic 
Office Kuropeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( +31-70) 340-2040, Tx. 31 651 cpo ni, 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 


loncuonnaire autonse 

Gurdjian, D 



Formulaire PCT/1S A/210 (deuxieme feuille) {(Uillet 1992) 



RAPPORT I 

Rcmci&ncrncnu r-:iaui 



;ECHERCHE INTERNATIONALE 

n^mbrc; dc (amiHc, Jc brevet.'; 



Dcma ntcrnatjonaic No 

PCT/IB 94/00414 



Document, brevet cite 


Oaic de 


Mernbre(s) dc la 


Date de 


au rapport de recherche 


publication 


famille de brcvet(s) 


publication 



WO-A-9322456 



11-11-93 



CA-A- 



2134552 



11-11-93 



US-A-+871838 03-10-89 AUCUN 



Formulaire PCT/ISA./210 (annexe f*mil!« de breveu) (\uiUci 1992} 



